DIAZOTROFOS EN VAINAS DE HOJAS DE CANA DE AZUCAR
APORTAN NITROGENO AL CULTIVO CON LAS PRECIPITACIONES
PLUVIALES

Nitrogen Contribution of Diazotrophic Bacteria from Sugarcane Leaves to Crop Yield During
Rainfall

S. Carrizo-de Bellone''y C. H. Bellone!

RESUMEN

En Tucuman, Argentina, las vainas de hojas de cafia
de azucar (Saccharum sp.) de las variedades Tuc 77-42
v CP 65-350, son colonizadas por microorganismos
fijadores de nitrogeno como Beijerinckia sp. y
Herbaspirillun sp. Las vainas de las hojas +2 a +10
demostraron ser capaces de retener una importante
cantidad de agua de las precipitaciones pluviales
(3 a 5 mL), conteniendo nutrimentos que permiten el
desarrollo y la actividad de dichos microorganismos. Los
liquidos retenidos en las vainas de las hojas se colectaron
asépticamente v se inocularon en medios de cultivos
semisoélidos, libres de nitrogeno. a fin de aislar y
caracterizar los diazotrofos. El contenido de nitrogeno
en las muestras liquidas se determind con el método de
Kjeldahl. Se observo que los mismos aportan al cultivo
de 3.0 a3.17 kg ha” y por precipitacion, resultando
relevante debido a la elevada demanda de nitrogeno por
parte del cultivo de caiia de azicar.

Palabras clave: Saccharum sp.. fijadores de
nitrogeno, precipitaciones pluviales, vainas de cafia
de azucar.

SUMMARY

In Tucuman, Argentina, the leaf sheaths of
sugarcane (Saccharum sp.) varieties Tuc 77-42 and
CP 65-350 are colonized by nitrogen fixing
microorganisms like Beijerinckia sp. and
Herbaspirillum sp. The leaf sheaths +2 to +10 were
able to retain the rainfall water in significant quantities
(3-5 mL), containing nutrients that allow the development
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and the activity of these microorganisms. The liquids
retained in the leaf sheaths were collected aseptically
and inoculated in nitrogen free semisolid mediums. in
order to isolate and to characterize the diazotrophs. The
nitrogen content in the liquid samples was determined
with the Kjeldahl method. It was observed that they
contribute to the culture from 3.0 to 3.17 kg ha' and by
precipitation, being relevant due to the elevated nitrogen
demand by sugar cane.

Index words: Saccharum sp_, nitrogen fixers, rainfall,
sugar cane sheaths.

INTRODUCCION

El cultivo de la caifia de azucar en la provincia de
Tucuman, Argentina, ¢s principalmente de secano v se
realiza entre zonas semiaridas del parque Chaqueiio, al
este, y tropicales humedas. como la selva tucumano-
oranense, al oeste del area caifiera. Las lluvias son del
tipo monzonico, existiendo una disminucion de oeste a
este de 1500 a 700 mm afio! (Torres-Bruchmann,
1979). Las fluctuaciones de temperatura y humedad
que soportan las hojas son un mecanismo natural de
seleccion de las poblaciones microbianas presentes en
ellas, que incluye bacterias diazotroficas, como
Beijerinckia (Ruinen. 1961, 1965). Las raices de cana
de azucar son colonizadas endofiticamente por
microorganismos fijadores de nitrégeno, como
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae vy Azospirillum brasilense (Reis
et al.. 1990: Débereiner et al., 1993. Bellone, 1996;
Bellone y Carrizo-de Bellone, 1993: Pedraza v Diaz
Ricci, 2003). Los diazotrofos que logran colonizar el
interior de las raices tienen una menor competencia por
los sustratos disponibles, hecho muy importante por la
gran demanda de energia que requiere el proceso de
fijacion (Falk er al., 1985).

Estudios realizados en la parte aérea de la cafia de
azucar revelan que también estan colonizados
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endofiticamente por microorganismos de los géneros
Beijerinckia, Herbaspirillum, Gluconacetobacter y
Azospirillum (Dobereiner et al., 1993; Carrizo-de
Bellone, 2000). La naturaleza endofitica de estos
diazotrofos permite encontrarlos dentro de las hojas,
donde el contenido de amonio es alto y sélo inhibe, en
forma parcial, a la enzima nitrogenasa (Fu y Burns, 1989;
Reis et al., 1990).

En el afio 2000, Carrizo-de Bellone analizo las células
meristematicas de las hojas embrionarias de cafia y
encontré que estaban colonizadas por fijadores de
nitrégeno. La presencia de diazotrofos, tanto en hojas
meristematicas, como en hojas verdaderas, permite
plantear si estos microorganismos aportaban nitrogeno
al cultivo por el agua de las lluvias en el mayor periodo
de crecimiento de la cafia de azicar, época en que las
vainas de cada planta tienen capacidad de retener agua
de las precipitaciones.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue valorar
aportes de nitrogeno al cultivo de cafa de azicar por
medio de los diazotrofos que se encuentran colonizando
sus vainas, después de las precipitaciones pluviales.

MATERIALES Y METODOS

Los muestreos se realizaron desde octubre a febrero
de los afios 1999-2000, durante el desarrollo del cultivo
de la cafa de azucar (entre 80 y 180 dias). Se
seleccionaron localidades cultivadas del pedemonte
tucumano con alta frecuencia (1500 mm) de precipitacion
como Fronterita, Manantial y San Pablo. En las
localidades seleccionadas se realizaron registros de las
precipitaciones maximas con intervalos de recurrencia,
precipitaciones diarias y las sumas totales mensuales de
cada aiio (Gumbel, 1954). Para el monitoreo se utilizaron
dos variedades: Tuc 7742 y CP 65-350, tomando al azar
100 plantas de cafia por cada localidad y variedad.

Los liquidos retenidos en las vainas de las hojas
+2 hasta +10 (Clements, 1980) de 50 plantas
seleccionadas en cada localidad. se recolectaron con

jeringas estériles, inmediatamente después de cada
precipitacion y 72 h después, de las otras 50 cafias
seleccionadas (estos intervalos se determinaron por
ensayos preliminares que dieron, a las 72 h, un niimero
de microorganismos fijadores de N, (10'-10* que
permitia cumplir con el objetivo planteado). Los liquidos
obtenidos de las 2700 vainas se colocaron (por separado)
en frascos estériles y se mantuvieron a 4 °C, hasta su
procesamiento (dentro de las 24 h). Se realizaron
mediciones volumétricas de las muestras v luego se
separaron en alicuotas. Con una de ellas se realizaron
cultivos en medios para fijadores de nitrogeno: NFb
(Azospirillum), JNFb (Herbaspirillum), LGI-P
(Gluconacetobacter), de acuerdo con Débereiner et
al. (1995a) y para Beijerinckia con Girard y Rougieux
(1964). Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 72 h.
Los microorganismos aislados se purificaron, se
caracterizaron bioquimicamente y se cuantificaron, de
acuerdo con Cavalcante y Dobereiner (1988) vy
Dobereiner ef al. (1995a). A los microorganismos
aislados, se les determiné su capacidad diazotréfica
mediante RA (reduccion de acetileno) por cromatografia
en fase gaseosa, de acuerdo con Boddey (1987). En la
alicuota restante, se determiné el contenido de nitrogeno
total por Kjeldahl. Para el analisis estadistico se utilizo
la Pruebat (P = 0.001) para comparar medias calculadas
con varianzas desiguales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los microorganismos aislados en las muestras de
liquidos pluviales retenidos en vainas de cafia de azicar
se identificaron, de acuerdo con Ddbereiner er al.
(1995a), como Beijerinckia sp. y Herbaspirillum sp.

Se conoce que las bacterias fijadoras de nitrogeno
que se encuentran colonizando las partes internas del
tallo oxidan hidratos de carbono como fuente energética
para su multiplicacion (James, 2000; James et al., 2001),
lo que explica el aumento de microorganismos, fijadores
de nitrégeno encontrados en los cultivos de los liquidos

Cuadro L. Intervalo del numero de microorganismos por mililitro de liquidos retenidos en las vainas de cana de azicar de las
variedades Tuc 77-42 y CP 65-350 en muestras obtenidas | h después de la precipitacion en tres localidades del pedemonte

tucumano.

San Pablo Manantial Fronterita
Variedad B sp.' Hsp’ B sp. H sp. B sp. H sp.
Tuc 7742 20514 22405 425+84 1.24+£0.7 53+1.1 11303
CP 65-350 194+£0.9 2.1+0.7 12.2:£5:1 23+10 8.1+14 21210

' B sp.: Beijerinckia sp. * H sp.: Herbaspirillum sp.
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Cuadro 2. intervalo del nimero de microorganismos por mililitro de liquidos retenidos en las vainas de caia de azicar de las
variedades Tuc 77-42 y CP 65-350 en muestras obtenidas 72 h después de una precipitacion, en tres localidades del pedememonte
tucumano.

San Pablo Manantial Fronterita
Variedad Bsp.' Hsp.' B sp. Hsp. B sp. H sp.
Tue 77-42 2900 + 70.2* 80.4 +8.4* 4000.0 £ 52.1* 100.3 £9.2* 320 £11.1* 196.3 +£20.7*
CP 65-350 200+31.3" 50.6 +7.0* 1000.6 +92.3* o 1 T R 650+ 14.2* 08.4+ 12.3*

e |

* Valores significativos con respecto a los obtenidos a | h de precipitacion. t (P = 0.001).

'B sp. = Beijerinckia sp. *H sp. = Herbaspirillum sp.

obtenidos de las vainas a las 72 h con respecto a las
muestras analizadas inmediatamente después de las
precipitaciones (Cuadros 1 y 2).

Los resultados de RA de los fijadores de nitrogeno
aislados de las vainas se observan en el Cuadro 3. Estos
fueron relevantes y similares a los encontrados por otros
autores, como Boddey (1987) y Bellone (1996), lo que
demuestra una actividad importante de la enzima
nitrogenasa.

Las lluvias estivales en los aiios 1999-2000
coincidieron con el gran crecimiento de la caifia de
azucar (periodo cuando se incrementan la altura y el
diametro del tallo) y se dio un intervalo de 6 a 19 dias
mensuales con un total de 140 a 150 dias de precipitacion
anual. respectivamente. El total de lluvia fue de 7 a
434 mm con 1287 mm anuales (Medina, 1999). En esta
etapa, las vainas con capacidad para retener agua fueron
entre 8 v 10 por planta, reteniendo cada una entre 4 y
6 mL de agua en la hora posterior a cada precipitacion.
La cantidad de lluvia retenida fue menor en las vainas
+2 a +6, con valores de 1.98 a 2.06 mL para la variedad
Tuc 77-42 vde 2.09 a2.19 mLen la variedad CP 65-350,
con respecto a los volumenes retenidos en las vainas
+7 a +10 que fueron de 3.16 a 3.30 mL y de 3.08 a
3.20 mL para las mismas variedades. El promedio
obtenido por planta (nueve vainas) para las dos
variedades fue de 50 mL de agua por precipitacion.

La cafia de azucar, analizada en las diferentes
regiones, fue principalmente caiia soca con un promedio
de 100 000 plantas ha’', resultando una retencion por
precipitacion de 5000 L ha''.

Cuadro 3. Reduccion de acetileno (RA) en bacterias aisladas
en liquidos retenidos en las vainas.

Bactenas fijadoras RA

P16 725
108.73 + 12.40

Beijerinckia sp.
Herbaspirillum sp.

Ref.: valores expresados en nMoles de etileno producido por hora a
30 °C y en 10 mL concentracion bacteriana 1 x 107

El contenido de nitrégeno total determinado a 80 de
las muestras obtenidas 72 h después de una precipitacion
pluvial en cada localidad (niimero estimado por estudios
previos que permitieron estimar una varianza baja, dada
la uniformidad de la poblacion muestreada entre la que
cuentan manejo, condiciones de suelo y edad de la
planta), dio entre 0.048 y 0.060% de nitrogeno, para la
variedad Tuc 77-42, y entre 0.050 y 0.063%., para la
variedad CP 65-350 (Cuadro 4), a diferencia de las
muestras recogidas 1 h después de una precipitacion
pluvial y de un blanco de reactivos analizado
simultaneamente que no presentaban valores medibles,
debido al bajo nimero de microorganismos fijadores de
nitrogeno. El incremento en el numero de
microorganismos s¢ dio posiblemente por las condiciones
nutritivas adecuadas que presentan los liquidos retenidos
en las vainas. Por otro lado, la temperatura ambiental
(20 a 28 °C) en los periodos de muestreo favorecio este
incremento bacteriano. La poblacion de Beijerinckia
sp. fue mayor que la de Herbaspirillum sp., cuya mayor
RA (Cuadro 3) compenso, en cierta medida. la diferencia
numeérica.

Teniendo en cuenta ¢l total de liquido retenido en
una hectarea, el aporte al cultivo seria de 3 kg de nitrogeno
por hectarea y por precipitacion. Este aporte de mitrogeno
dependeria de la frecuencia y de los intervalos de
recurrencia de las lluvias. Aunque las precipitaciones
varian de afio en afio en el area cafiera, se pueden inferir
importantes contribuciones de nitrogeno por esta via
(Cuadro 4). Los valores obtenidos con altamente
significativos para la prueba t (P =0.001).

Si se considera el valor minimo de seis dias de
precipitacion por mes, el aporte de nitrogeno al cultivo
seria de 18 kg ha' mes'. En el caso de mayor
frecuencia mensual, con 19 dias de precipitacion. llegaria
a 57 kg ha'! mes”'. Este aporte de nitrégeno es
importante para el cultivo, debido al alto poder extractivo
de la cafia de azucar con respecto al nitrogeno y
explicaria, en parte, como suclos cultivados con cafia de
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Cuadro 4. Cantidad de liquidos (en mL) retenida en nueve vainas en las tres localidades muestreadas, aporte de nitrégeno por ha

y por precipitacion y porcentaje de nitrégeno (N%).

Variedad

Vainas (9) Agua retenida ha-1 N ha™'/ preciptacién N
y %
+2 +6 +7+10 +2 +6 +7+10 +2 +6 +7+10
Tuc 7742 202+04 322%0.7* 2000 + 44 3230 + 70* 1.28+0.2 1.96 £0.2* 0.048-0.060
CP 65-350 21.4+£0.5 314 +0.6* 2140 £ 50 3140 £ 60* 1.09+0.3 2.04+£04* 0.050-0.063

* Valores significativos para t (P = 0.001).

azucar mantenian su fertilidad por varios afios y con
buenos rendimientos sin la aplicacion de fertilizantes, a
lo que se sumaria la capacidad de fijacion que tienen los
endofitos en toda la parte aérea de la cafa de azucar
O Ivareses al., 1996; Carrizo-de Bellone, 2000).

CONCLUSIONES

Las vainas de diferentes variedades de cafia de
azucar cultivadas en ¢l pedemonte de la provincia de
Tucuman, Argentina, se encuentran colonizadas por
microorganismos fijadores de nitrogeno de los géneros
Beijerinckia y Herbaspirillum que aportan desde
18 a 57 kg ha' mes” de nitrogeno al cultivo con el agua
de lluvia retenida en sus vainas.
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